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A fase inicial do diabetes induz quadro de hipoalgesia na articulação 
temporomandibular (ATM) de ratos. Sendo assim, este estudo teve como objetivo 
avaliar possíveis mecanismos neuroquímicos envolvidos neste processo. Para isso, 
foram utilizados ratos Wistar (100-150 g, n=5) tratados com injeção intraperitoneal de 
tampão citrato (veículo; Normoglicêmicos – GN) ou estreptozotocina 75 mg/kg 
(Diabético – GD). No tempo 7, 14, 21 e 28 dias após o tratamento, os animais 
receberam injeção intra-articular de capsaicina 1,5% (30 µl) e os comportamentos 
nociceptivos foram avaliados. Após as análises comportamentais, os animais foram 
mortos, as amostras removidas (tecido periarticular e gânglio trigeminal) e submetidas 
à análise bioquímica (ELISA) para avaliação da expressão da atividade proteica de 
Substância P (SP), Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP), Fator de 
Necrose Tumoral-alfa (TNF-α), Interleucina-1beta (IL-1β), Diacilglicerol (DAG) e 
atividade da Na+/K+/ATPase. Outro grupo de animais diabéticos recebeu tratamento 
com inibidores das PKC-α e PKC-β (50,5 μg/ATM), 15 minutos antes da administração 
da capsaicina, seguido da análise comportamental. Os dados foram avaliados por 
análise de variância a dois critérios (Two-way ANOVA) e as comparações múltiplas 
foram feitas pelo teste de Bonferroni. Os resultados demonstraram que o diabetes 
induziu hipoalgesia na ATM a partir do tempo 7 dias (p < 0,05). Os animais GD 
demonstraram menor expressão da atividade proteica de SP nos tempos 21 e 28 (p < 
0,05), e CGRP nos tempos 14, 21 e 28, em relação aos animais GN (p < 0,05).  Ainda, 
os animais GD demonstraram menor expressão da atividade proteica de DAG no 
tempo 7 (p < 0,05) e diminuição da atividade da Na+/K+/ATPase nos tempos 7, 21 e 28, 
em relação aos animais GN (p < 0,05). A expressão da atividade proteica das citocinas 
TNF-α e IL-1β foi maior nos animais GD nos tempos 14, 21 e 28, em relação aos 
animais GN (p < 0,05). Os animais GD tratados com os inibidores das PKC-α e PKC-
β apresentaram hiperalgesia na ATM no tempo 28 (p < 0,05). Os resultados sugerem 
que a fase inicial do diabetes reduz a excitabilidade neuronal das fibras C-nociceptivas 
primárias oriundas da ATM, promovendo um quadro de hipoalgesia em ratos. 
 






The early stage of diabetes induces hypoalgesia in the temporomandibular 
joint (TMJ) of rats. Therefore, the aim of this study was to evaluate possible 
neurochemical mechanisms involved in the process. For that, Wistar rats (100-150 g, 
n=5) were treated with intraperitoneal injection of citrate buffer (vehicle; 
Normoglycemic – GN) or streptozotocin 75 mg/kg (Diabetic – GD). At day 7, 14, 21 
and 28 after treatment, the animals received an intra-articular injection of 1,5% 
capsaicin (30 μl) and nociceptive behaviors were evaluated. After behavioral analysis, 
the animals were killed, the samples removed (periarticular tissue and trigeminal 
ganglia) and submitted to biochemical analysis (ELISA) to evaluate the expression of 
the protein activity of Substance P (SP), Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), 
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α), Interleucin-1 beta (IL-1β), Diacylglycerol and 
Na+/K+/ATPase activity. Another group of diabetic animals received treatment with PKC-
α and PKC-β inhibitors (50,5 μg/ATM), 15 minutes before capsaicin administration, 
followed by behavioral analysis. Data were evaluated by two-way ANOVA and multiple 
comparisons by Bonferroni test. The results demonstrated that diabetes induced TMJ 
hipoalgesia from day 7 (p < 0,05). GD animals showed lower SP release at times 21 
and 28 (p < 0,05), and CGRP at times 14, 21 and 28, compared to GN animals (p < 
0,05). Furthermore, GD animals showed lower release of DAG at time 7 (p < 0,05) and 
decreased Na+/K+/ATPase activity at times 7, 21 and 28, compared to GN animals (p < 
0,05). The release of TNF-α and IL-1β cytokines was higher in GD animals at times 
14, 21 and 28, compared to GN animals (p < 0,05). The animals treated with PKC-α 
and PKC-β inhibitors presented TMJ hyperalgesia at day 28 (p < 0,05). The results 
suggest that the early stage of diabetes reduces neuronal excitability of the primary 
nociceptive C-fibers from TMJ, promoting hypoalgesia in rats. 
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 Diabetes Mellitus é uma doença metabólica caracterizada por aumento 
anormal de glicose no sangue como resultado de alterações na produção de insulina 
ou na resposta dos tecidos à insulina, hormônio pancreático responsável pelo 
transporte de glicose no organismo para posterior utilização da mesma para produção 
de energia (Alberti e Zimmet, 1998).  A Associação Americana de Diabetes (ADA) e a 
Organização Mundial de Saúde (OMS) classificam o diabetes como: Diabetes Mellitus 
tipo 1 (insulinopênico), tipo 2 (resistência à insulina ou insulinopenia relativa), Diabetes 
Mellitus gestacional e outros tipos específicos de Diabetes Mellitus. 
Apesar do diabetes, principalmente tipos 1 e 2, apresentarem etiologias 
diferentes, compartilham sintomas comuns, como por exemplo, intolerância à glicose, 
hiperglicemia e hiperlipidemia. Além disso, apresentam complicações similares, como 
anormalidades vasculares e neuropatias periféricas sensoriais (Boulton et al., 2004; 
Tesfaye et al., 2010; Tesfaye e Selvarajah, 2012; Gilbert, 2013; Fatehi et al., 2013; 
Feldman et al., 2017). 
As neuropatias periféricas sensoriais induzidas pelo diabetes são 
complicações debilitantes afetando mais de 50% dos pacientes diabéticos (Boulton et 
al., 2004). Caracterizam-se por alterações estruturais das fibras nervosas resultando 
em uma variedade de alterações na condução nervosa, incluindo dor espontânea, 
hiperalgesia e alodínea, assim como quadros de hipoalgesia e analgesia (Calcutt, 
2004). Os pacientes diabéticos quando desenvolvem as neuropatias periféricas 
sensoriais apresentam como queixa principal a perda de sensibilidade nas 
extremidades (hipoalgesia), que em estágios avançados pode evoluir para completa 
analgesia, facilitando a ocorrência de acidentes que acarretam em danos teciduais e 
quadros infecciosos, podendo levar, em casos mais graves, à amputação do membro 
afetado (Calcutt, 2004).  
Os tecidos orofaciais também são acometidos pelo diabetes. Estudos em 
humanos têm sugerido que as alterações decorrentes do diabetes também estão 
relacionadas com distúrbios do sistema estomatognático, tais como perda precoce de 
elementos dentais, disfunções temporomandibulares, dor orofacial, síndrome da 
ardência bucal e periodontite (Collin et al., 2000; Arap et al., 2010; Zhu e Nilolajczyk, 





como fator de risco para o desenvolvimento de disfunção temporomandibular. 
Considerando que pacientes com neuropatia diabética também desenvolvem quadros 
de hipoalgesia, tem sido sugerido que a perda de sensibilidade na articulação 
temporomandibular (ATM) pode induzir desordens articulares e deformidades como, 
por exemplo, as articulações de Charcot (Collin et al., 2000).  
A literatura sugere que o estado hiperglicêmico mantido cronicamente induz 
a complicações neurovasculares através de múltiplas vias bioquímicas ocasionando 
alterações intra e extra-celulares vinculadas a vias de transdução de sinais, expressão 
gênica e atividades proteicas, resultando em disfunções celulares e injúrias (Evcimen 
e King, 2007). A via Diacilglicerol / Proteinoquinase C (DAG/PKC) é uma das mais 
importantes vias estudadas na sinalização celular induzida pelo diabetes (Evcimen e 
King, 2007). Apesar de seus mecanismos ainda não serem totalmente esclarecidos, 
estudos imunohistoquímicos têm demonstrado a presença de diferentes isoformas da 
PKC no tecido neural, e sugerem que a ativação da PKC contribui para a neuropatia 
diabética através de mecanismos neurovasculares, como por exemplo, alterações no 
fluxo sanguíneo tecidual e velocidade de condução nervosa (Borghini et al., 1994; 
Roberts e McLean, 1997). 
A via DAG/PKC é uma das vias de transdução de neutrófilos para liberação 
de mediadores inflamatórios (Futosi et al., 2013) e também pode estar associada com 
as alterações induzidas pelo diabetes na resposta inflamatória. Tem sido demonstrado 
que as alterações microvasculares decorrentes do diabetes estão relacionadas ao 
aumento na produção de citocinas, o que estimula um recrutamento persistente de 
leucócitos, resultando na manutenção ou amplificação de processos inflamatórios 
(Naguib et al., 2004; Graves et al., 2005). A liberação de citocinas e quimiocinas pró 
e anti-inflamatórias desencadeia a liberação de prostanoides e aminas 
simpatomiméticas que, por sua vez, resultam em hiperexcitabilidade neural como 
resultado da redução do limiar de excitabilidade devido à modulação de canais de 
sódio voltagem-dependentes (Khasar et al., 1998, Verri et al., 2006; Gold e Gebhart; 
2010).  
Em estudo preliminar foi demonstrado que animais com diabetes induzido 
por uso de estreptozotocina, desenvolvem um quadro de hipoalgesia na ATM, 
associado a variação da expressão de diferentes isoformas da PKC no tecido 





avaliar os mecanismos neuroquímicos envolvidos na hipoalgesia induzida pelo 




































2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 DIABETES MELLITUS 
 
O termo diabetes mellitus (DM) descreve uma desordem metabólica de 
etiologia múltipla, caracterizada por hiperglicemia crônica, com distúrbios no 
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteínas, como resultado de alterações na 
produção de insulina e/ou na resposta dos tecidos à insulina (Alberti e Zimmet, 1998; 
SBD, 2015).   
A classificação atual do DM baseia-se na etiologia e não no tipo de 
tratamento, como era feito anteriormente. Assim, os termos “DM insulinodependente” 
e “DM não-insulinodependente” foram eliminados na última forma de classificação. A 
classificação recomendada pela ADA e pela OMS inclui quatro classes clínicas: DM 
tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos específicos de DM. Há ainda duas 
categorias, referidas como pré-diabetes, que são a glicemia de jejum alterada e a 
tolerância à glicose diminuída. Estas não são entidades clínicas, mas fatores de risco 
para o desenvolvimento de DM e doenças cardiovasculares (SBD, 2015). A maioria 
dos casos de DM divide-se entre as duas principais categorias etiopatogênicas - DM 
tipo 1 e tipo 2 (ADA, 2004). 
O DM tipo 1 é caracterizado por destruição das células beta do pâncreas, 
que levam a deficiência de insulina, sendo subdividido em tipos 1A (autoimune) e 1B 
(idiopático). A fisiopatologia do DM tipo 1A envolve fatores genéticos e ambientais. 
Entre os fatores ambientais potenciais para o desencadeamento da autoimunidade 
em indivíduos geneticamente predispostos estão infecções virais, fatores nutricionais, 
deficiência de vitamina D e outros. A taxa de destruição das células beta é variável, 
sendo, em geral, mais rápida entre as crianças. A forma lentamente progressiva ocorre 
em adultos, a qual se refere como diabetes autoimune latente do adulto. O DM tipo 
1B, ou idiopático, não possui etiologia conhecida e corresponde à minoria dos casos 
de DM1. Os indivíduos com esse tipo de DM podem desenvolver cetoacidose e 
apresentam graus variáveis de deficiência de insulina (SBD, 2015). 
O DM tipo 2 é a forma de maior prevalência, acometendo de 90 a 95% dos 
casos e caracteriza-se por defeitos na ação e secreção da insulina e na regulação da 





beta estão presentes precocemente na fase pré-clínica da doença. É causada por uma 
interação de fatores genéticos e ambientais. Entre os fatores ambientais associados 
estão sedentarismo, má alimentação e envelhecimento. A maioria dos pacientes com 
esse tipo de DM apresenta sobrepeso ou obesidade. O DM2 pode ocorrer em qualquer 
idade, e pessoas cada vez mais jovens estão sendo diagnosticadas. Os pacientes não 
dependem de insulina exógena para sobreviver, no entanto podem precisar de 
tratamento com insulina para obter controle metabólico adequado (SBD, 2015). 
A evolução para o DM2 ocorre em um período de tempo variável, passando 
por estágios intermediários que recebem a denominação de glicemia de jejum alterada 
e tolerância à glicose diminuída. Tais estágios são decorrentes de uma combinação 
de resistência à ação insulínica e disfunção das células beta do pâncreas. No DM1, o 
início geralmente é abrupto, com sintomas claros. O critério para o diagnóstico foi 
modificado, em 1997, pela ADA e, posteriormente, aceito pela OMS e pela SBD. As 
modificações foram realizadas com a finalidade de prevenir de maneira eficaz as 
complicações micro e macrovasculares do DM (SBD, 2015). 
Independente da etiologia, os tipos 1 e 2 do DM compartilham sintomas 
comuns, como intolerância à glicose, hiperglicemia e hiperlipidemia, consideradas 
condições crônicas que requerem monitoramento e controle cuidadoso.  Além dos 
sintomas compartilhados, ambos os tipos de DM também apresentam complicações 
similares, dentre elas, anormalidades vasculares e neuropatias periféricas sensoriais 
(Boulton et al., 2004; Tesfaye et al., 2010; Tesfaye e Selvarajah, 2012; Gilbert, 2013; 
Fatehi et al., 2013; Feldman et al., 2017). 
A hiperglicemia crônica está associada a lesões de longa duração, 
disfunções e falha de vários órgãos, incluindo retinopatias, com potencial perda de 
visão; nefropatias, que levam à falha renal; neuropatia periférica, com risco de 
desenvolvimento do quadro de pé diabético, amputação do membro e, ainda, 
articulação de Charcot; neuropatias autonômicas, causadoras de sintomas 
gastrointestinais, uroginecológicos, cardiovasculares, além de disfunção sexual (ADA, 
2004). 
A prevalência de diabetes no mundo está em níveis pandêmicos, uma vez 
que mudanças no comportamento e estilo de vida dos seres humanos têm ocorrido, 
como sedentarismo e consequente aumento da obesidade (Zimmet et al., 2001; 





tem DM. De acordo com a Federação Internacional do Diabetes, 382 milhões de 
pessoas no mundo têm a doença e estima-se que para o ano de 2035 este número 
atinja 592 milhões de pessoas, tratando-se de um crescente problema de saúde 
pública. Ainda, a doença apresenta uma incidência de 5% ao ano (Gonçalves et al., 
2017). Dados estes alarmantes, tendo em vista que as complicações da doença 
causam um alto índice de morbidade e mortalidade (Libman et al., 1993; Lin et al., 
2014). 
 
2.2 NEUROPATIA PERIFÉRICA SENSORIAL INDUZIDA PELO DIABETES 
 
As neuropatias periféricas sensoriais estão entre as complicações mais 
comuns do diabetes, afetando até 50% dos pacientes (Boulton et al., 2004; Tesfaye e 
Selvarajah, 2012; Feldman et al., 2017). Os danos encontrados em pacientes com 
neuropatia periférica diabética (NPD) são ocasionados por alterações estruturais nas 
fibras neuronais – como rompimento destas células (desmielinização), degeneração 
e perdas axonais; lesões microvasculares e alterações nas sinalizações bioquímicas 
intracelulares (Arezzo e Zotova, 2002; Boulton et al., 2004).  
Estas neuropatias induzem a alterações na condução nervosa, levando a 
sintomas como dor espontânea, hiperalgesia (aumento da sensibilidade à dor causada 
por um estímulo que normalmente provoca dor) e alodínea (dor causada por um 
estímulo que normalmente não provoca dor), assim como quadros de hipoalgesia 
(diminuição da sensibilidade à dor) e analgesia (ausência de sensibilidade à dor). A 
principal queixa de pacientes diabéticos é, frequentemente, a diminuição da 
sensibilidade nas extremidades, que em estágios avançados pode evoluir para 
completa analgesia, o que facilita a ocorrência de acidentes que acarretam em danos 
teciduais e quadros infecciosos, podendo levar, em casos mais graves, à amputação 
do membro afetado (Calcutt, 2004). 
Apesar das complicações envolvidas com a neuropatia periférica induzida 
pelo diabetes serem bem demonstradas, os mecanismos celulares e moleculares 
envolvidos com o início e manutenção destas neuropatias ainda são pouco 
compreendidos (Daulhac et al., 2006; Johnson et al., 2007; Tesfaye et al. 2010; Singh 





O estado hiperglicêmico mantido de forma crônica tem sido apontado como 
peça chave na patogênese das complicações do diabetes (Boulton et al., 2005; Singh 
et al., 2014), dentre elas a NPD severa (Singh et al., 2014). 
As complicações neurovasculares resultantes de um estado hiperglicêmico 
mantido cronicamente estão vinculadas a múltiplas vias bioquímicas responsáveis 
pela transdução de sinais, expressão gênica e atividades proteicas (Evcimen e King, 
2007). Dentre estas vias, podem ser citadas: a atividade elevada da via dos poliois, o 
estresse oxidativo, a formação de produtos finais da glicação avançada, elevação da 
sinalização do fator nuclear κβ e da p38-MAPK e atividade da lipoxigenase (Cameron, 
2013; Lupachyk et al., 2013; Sytze Van Dam et al., 2013). Especificamente em relação 
a via dos poliois, sua hiperatividade tem sido sugerida como uma das hipóteses 
metabólicas para as complicações do diabetes (Singh et al., 2014). 
No meio intra-celular, a glicose é convertida em sorbitol pela aldose 
redutase, e na sequência, o sorbitol é metabolizado em frutose catalizado pela sorbitol 
desidrogenase (Ramasamy et al., 2010). Em condição de hiperglicemia, acontece um 
aumento da via do sorbitol (via dos poliois) com alteração d as vias de transdução de 
sinais, como por exemplo, a via DAG/PKC (Idris et al., 2001).  
O Diacilglicerol é o principal ativador fisiológico da PKC. O aumento dos níveis 
de DAG no diabetes pode ocorrer através de múltiplas vias. O DAG pode ser derivado 
da hidrólise de fosfatidilinositídeos; pelo metabolismo da fosfatidilcolina por ação da 
fosfolipase C; ou pela síntese através dos intermediários glicolíticos, fosfato de 
diidroxiacetona e gliceral-3-fosfato; com subsequente ativação da PKC (Evcimen e 
King, 2007) (Figura 1). A via DAG/PKC também pode ser ativada pela hiperglicemia 
como resultado do aumento do estresse oxidativo, como por exemplo, pelo aumento 
do oxidante peróxido de hidrogênio, o qual é um conhecido ativador da PKC, seja de 
forma direta ou indireta pelo aumento da produção do DAG (Konishi et al., 1997; 











Figura 1. Síntese do DAG pela ação da fosfolipase C e consequente ativação da PKC. 
 
Fonte: Adaptado de Silverthorn, 2010 – Fisiologia Humana: uma abordagem integrada 
 
 
Figura 2. Ativação da via DAG/PKC como resultado da hiperglicemia. 
 
Fonte: Adaptado de Evcimen e King, 2007 
 
A PKC é um grupo de proteínas, membros da família de proteinoquinases 
dependentes do AMP cíclico (AMPc), que apresenta múltiplas funções celulares e 
afeta diversas vias de transdução de sinais (Geraldes e King, 2010). 
Um dos mecanismos fisiológicos importante na regulação de proteínas 
intracelulares é o de adicionar ou remover grupos fosfatos, sintetizando proteínas em 
enzimas, receptores ou segundos-mensageiros. Uma série de respostas celulares 
mediadas por receptores e pelas vias metabólicas pode ser ativada ou desativada por 
quinases (que promovem a adição de grupo fosfato) intracelulares. A PKC é uma das 
três principais quinases serina-treonina, que são aquelas que fosforilam proteínas em 
resíduos serina e treonina, estando envolvida em eventos de transdução de sinais, 
respondendo à estímulos específicos hormonais, neuronais e de fatores de 
crescimento (Geraldes e King, 2010). 
A família da PKC apresenta pelo menos 12 isoformas (α, βI, βII, δ, ε, γ, t, ƞ, 





dependentes ativadas pela fosfatidil-serina e pelo DAG; (2) originais (δ, ε, θ e ƞ) que 
são cálcio- independentes, reguladas pelo DAG e fosfatidil-serina; e (3) atípicas (ζ, t e 
λ) que são cálcio-independentes e não requerem DAG para ativação (Whiteside e 
Dlugosz, 2002; Geraldes e King,2010). 
Apesar do mecanismo pelo qual a PKC contribui para o desenvolvimento 
da neuropatia diabética ainda não estar esclarecido, tem sido demonstrado que 
algumas isoformas da PKC contribuem para o desenvolvimento da NPD, interferindo 
em mecanismos neurovasculares tais como fluxo sanguíneo e velocidade de 
condução nervosa (Geraldes e King, 2010). Neste sentido, estudos 
imunohistoquímicos demonstraram a presença das isoformas PKC-α, -β1, -β2, -ε e –
γ em tecidos neurais (Kim et al., 1991; Borghini et al., 1994). 
Outro aspecto a ser considerado é que o acúmulo excessivo de sorbitol, 
resulta em diminuição do mio-inositol em nervos periféricos, levando à redução da 
atividade da Na+/K+/ATPase e alteração da homeostase iônica, mediada pela 
diminuição da atividade da PKC (Greene et al., 1992). 
A inibição da atividade da Na+/K+/ATPase como resultado da hiperglicemia 
parece ser um fator etiológico importante para as complicações crônicas dos pacientes 
diabéticos. A Na+/K+/ATPase é um componente integral da bomba de sódio e potássio, 
envolvido na manutenção da integridade celular, bem como na regulação das 
atividades e funções celulares, como contratilidade, crescimento e diferenciação (Xia 
et al., 1995). Ainda, estudos têm demonstrado que a atividade da Na+/K+/ATPase está 
reduzida em tecidos vasculares e neuronais de pacientes e animais diabéticos 
(Greene et al., 1987, King et al., 1994, Winegrad, 1987, MacGregor e Matshinksy, 
1986), porém, associada à ativação da PKC e ao aumento da fosfolipase A2 (Xia et 
al., 1995).  
Outro aspecto a ser considerado em relação às complicações decorrentes 
do diabetes, é a relação entre o diabetes e o processo inflamatório. As alterações 
microvasculares decorrentes da doença estão associadas com o aumento na 
produção de citocinas inflamatórias, o que estimula um recrutamento persistente de 
leucócitos, resultando na manutenção ou amplificação de processos inflamatórios 
(Naguib et al., 2004; Graves et al., 2005). 
Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes no sangue humano, que 





reconhecimentos múltiplos incluindo o ambiente inflamatório. Uma vez ativados, estes 
receptores são responsáveis pela sinalização para quimiotaxia e liberação de 
citocinas e quimiocinas do processo inflamatório, como por exemplo, o fator de 
necrose tumoral alpha (TNF-α) e interleucina-1beta (IL-1β) (Futosi et al., 2013) (Figura 
3). O TNF-α, uma das principais citocinas pro-inflamatórias, é responsável por induzir 
hiperalgesia inflamatória através de duas vias paralelas e independentes: (1) a via da 
IL-1β/IL-6 (interleucina-1beta/interleucina-6) resultando em liberação de prostanoides; 
e (2) a via IL-8/KC (interleucina-8/quimiocina derivada de queratinócito) resultando na 
liberação de aminas simpatomiméticas (Cunha et al., 2005; Verri et al., 2006). Os 
prostanoides e as aminas simpatomiméticas atuam diretamente nos nociceptores das 
fibras sensoriais aferentes reduzindo limiar de excitabilidade devido à modulação de 
canais de sódio voltagem-dependentes, levando a um quadro de hiperalgesia 
inflamatória (Khasar et al., 1998, Verri et al., 2006; Gold e Gebhart; 2010) 
 
Figura 3. Hiperalgesia inflamatória. 
 
Fonte: Verri et al., 2006 
 
Uma das vias de transdução dos neutrófilos para liberação de mediadores 
inflamatórios é a via DAG/PKC (Futosi et al., 2013). Sendo assim, a hiperexcitabilidade 
dos neurônios aferentes primários (Figura 4) tem sido associada como principal fator 
para o desenvolvimento e manutenção de neuropatias periféricas (Ji e Strichartz, 






Figura 4. Ativação de neurônios aferentes primários. 
 
Fonte: Cunha et al., 2005 
 
As alterações sensoriais induzidas pelo diabetes também acometem o 
sistema estomatognático, incluindo a ATM. Estas alterações podem induzir à 
desordens articulares e deformidades, como, por exemplo, a articulação de Charcot 
(Collin et al., 2000). A articulação de Charcot é uma neuroartropatia decorrente da 
lesão dos nervos, como no caso da NPD, que impede a percepção da dor articular 
acarretando em lesões e fraturas insignificantes e repetidas (de forma despercebida) 
até a deterioração permanente da articulação (Rogers et al., 2011; Larson e Burns, 
2012). Esta neuroartropatia é altamente degenerativa e pode resultar na amputação 
do membro afetado, e possui prevalência em torno de 7,5% dos pacientes diabéticos, 
acometendo, geralmente, pacientes na 5ª e 6ª décadas de vida. É mais comum o 
acometimento unilateral das extremidades, embora possa ocorrer de forma bilateral 
(La Fontaine et al., 2016). 
Tem sido demonstrado que pacientes com neuropatia diabética 
apresentam quadros de hipoalgesia, sugerindo que a perda de sensibilidade na ATM 
pode induzir às desordens articulares e deformidades, como as articulações de 
Charcot (Collin et al., 2000). Considerando estes achados clínicos, foi realizado um 
estudo preliminar no qual foi demonstrado que a fase inicial do diabetes induz quadro 
de hipoalgesia na ATM de ratos (Muzilli, 2014). Em acréscimo, foi sugerido que a 





expressão de diferentes isoformas da PKC. Foi demonstrado que a fase inicial do 
diabetes diminuiu significativamente a expressão da PKC-α e aumentou a expressão 
das isoformas PKC-β, PKC-δ e PKC-ε no tecido periarticular da ATM (Muzilli, 2014). 
No entanto, o mecanismo pelo qual as variações das isoformas da PKC induzem a 



































Considerando um estudo preliminar que demonstrou que animais com 
diabetes induzida por uso de estreptozotocina, desenvolvem um quadro inicial de 
hipoalgesia na ATM associado a variação da expressão de diferentes isoformas da 
PKC no tecido periarticular (Muzilli et al., 2014); este estudo tem como proposta 
elucidar o mecanismo neuroquímico envolvido neste processo.  Para isto será 
avaliado: 
1. A resposta comportamental nociceptiva induzida pelo diabetes na ATM 
e pata de ratos por meio de teste comportamental nociceptivo, utilizando o estimulador 
de fibra C-nociceptiva capsaicina, para confirmar o desenvolvimento de um quadro 
hipoalgésico pelo diabetes na ATM de ratos e se o desenvolvimento da hipoalgesia 
na fase inicial do diabetes é uma característica do sistema trigeminal; 
2. A expressão da atividade proteica dos neuropeptídios substância P (SP) 
e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) no tecido periarticular de 
animais diabéticos (ou controle – animais normoglicêmicos) nos dias 7, 14, 21 e 28 
dias, pelo método ELISA, para avaliar se a hipoalgesia decorrente do diabetes na ATM 
está relacionada a uma diminuição da excitabilidade neural; 
3. A expressão da atividade proteica do diacilglicerol (DAG) e atividade da 
Na+/K+/ATPase no gânglio trigeminal de animais diabéticos (ou controle – animais 
normoglicêmicos) nos dias 7, 14, 21 e 28 dias, pelo método ELISA, para avaliar se a 
hipoalgesia decorrente do diabetes na ATM está relacionada a uma alteração da via 
DAG/PKC e consequente inibição da Na+/K+/ATPase; 
4. A resposta comportamental nociceptiva induzida pelo diabetes na ATM 
de ratos tratados com inibidores das isoformas α e β da PKC (PKC-α E β: GO6976; 
PKC-β: Ruboxistaurin – LY333531), por meio de teste comportamental nociceptivo, 
para avaliar qual(is) isoforma(s) da PKC está(ão) vinculada(s) ao mecanismo de 
inibição da Na+/K+/ATPase, diminuindo a excitabilidade dos neurônios aferentes 
primários da ATM; 
5. A expressão da atividade proteica das citocinas TNF-α e IL-1β no tecido 
periarticular de animais diabéticos (ou controle – animais normoglicêmicos) nos dias 
7, 14, 21 e 28 dias, pelo método ELISA, para avaliar se o diabetes potencializa o 









Para a realização deste trabalho foram utilizados ratos machos Wistar (7-8 
semanas de idade, 100-150 g) provenientes do CEMIB (Centro Multidisciplinar para 
Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório) da 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e mantidos no Biotério da Faculdade 
de Odontologia de Piracicaba (FOP – UNICAMP). Os animais foram mantidos em 
gaiolas plásticas (3 por gaiola) contendo maravalha, em ambiente com controle de 
luminosidade (ciclos claro/escuro de 12h) e temperatura (23ºC +/- 1ºC) com 
alimentação e água, ad libitum. Os procedimentos experimentais realizados foram 
previamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 
UNICAMP, sob número de protocolo 3384-1 (Anexo 1) e estão de acordo com as 
diretrizes determinadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 
Animal (CONCEA), pela Associação Internacional para Estudo da Dor (IASP) em 
animais conscientes (Zimmermann, 1983) e pela ARRIVE (Animals in Research: 
Reporting In Vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2010). 
 
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
Nos tempos 7, 14, 21 e 28 dias após a indução do diabetes ou aplicação 
do veículo (grupo controle), os animais receberam uma injeção intra-articular ou intra-
plantar de capsaicina 1,5% (30 µl) e os comportamentos nociceptivos foram avaliados 
(item 4.4). Imediatamente após as análises comportamentais, os animais foram 
mortos por decapitação para remoção das amostras (tecido periarticular e gânglio 
trigeminal) e posterior realização das análises bioquímicas. As amostras foram 
armazenadas em freezer -80 ºC até o momento da realização das análises. Foram 
utilizados 5 animais por grupo para cada tempo e local avaliado (ATM ou pata), 
totalizando 24 grupos e 120 animais.  
 
4.2.1 - Para confirmar o desenvolvimento de um quadro hipoalgésico pelo diabetes na 





característica do sistema trigeminal, foram realizados os seguintes grupos 
experimentais: 
 
GRUPO A: animais diabéticos + injeção intra-articular capsaicina 1,5% + teste 
comportamental nociceptivo + coleta do tecido periarticular e gânglio trigeminal (Figura 
5). 
 
GRUPO B: animais normoglicêmicos + injeção intra-articular capsaicina 1,5% + teste 
comportamental nociceptivo + coleta do tecido periarticular e gânglio trigeminal (Figura 
5). 
 
Figura 5. Delineamento dos Grupos A e B. 
 
Fonte: Autoria própria 
 
GRUPO C: animais diabéticos + injeção intra-plantar capsaicina 1,5% + teste 
comportamental nociceptivo (Figura 6). 
 
GRUPO D: animais normoglicêmicos + injeção intra-plantar capsaicina 1,5% + teste 










Figura 6. Delineamento dos Grupos C e D. 
 
Fonte: Autoria própria 
 
4.2.2 - Para avaliar se a hipoalgesia decorrente do diabetes na ATM está relacionada 
a uma diminuição da excitabilidade neural, foi avaliada a expressão da atividade 
proteica dos neuropeptídios substância P (SP) e peptídeo relacionado ao gene da 
calcitonina (CGRP) no tecido periarticular de animais diabéticos (animais do Grupo A) 
e animais normoglicêmicos (animais do Grupo B). 
 
4.2.3 - Para avaliar se a hipoalgesia decorrente do diabetes na ATM está relacionada 
a uma alteração da via DAG/PKC e consequente inibição da Na+/K+/ATPase, foi 
avaliada a expressão da atividade proteica do diacilglicerol (DAG) e atividade da 
bomba Na+/K+/ATPase no gânglio trigeminal de animais diabéticos (animais do Grupo 
A) e animais normoglicêmicos (animais do Grupo B). 
 
4.2.4 - Para avaliar qual(is) isoforma(s) da PKC está(ão) vinculada(s) ao mecanismo 
de inibição da Na+/K+/ATPase, diminuindo a excitabilidade dos neurônios aferentes 
primários da ATM, foi avaliada a resposta comportamental nociceptiva induzida pelo 
diabetes na ATM de ratos tratados com inibidores das isoformas α e β da PKC (PKC-
α: GO6976; PKC-β: Ruboxistaurin – LY333531). Para isso, foram realizados os 
seguintes grupos experimentais: 
 
GRUPO E: animais diabéticos + tratamento com GO6976 (inibidor PKC-α) + injeção 






GRUPO F: animais diabéticos + tratamento com LY333531 (inibidor PKC-β) + injeção 
intra-articular capsaicina 1,5% + teste comportamental nociceptivo (Figura 7). 
 
Figura 7. Delineamento dos Grupos E e F. 
 
Fonte: Autoria própria 
 
4.2.5 - Para avaliar se o diabetes potencializa o processo inflamatório na ATM, foi 
avaliada a expressão da atividade proteica das citocinas TNF-α e IL-1β no tecido 
periarticular de animais diabéticos (animais do Grupo A) e animais normoglicêmicos 
(animais do Grupo B). 
 
4.3 INDUÇÃO DO DIABETES TIPO 1 POR INJEÇÃO DE ESTREPTOZOTOCINA 
 
O diabetes foi induzido nos animais através de uma injeção intraperitoneal 
de estreptozotocina (STZ; Sigma-Aldrich, USA) 75 mg/kg (Courteix et al., 2007) 
dissolvida em 0,1 M de tampão citrato (pH 4.5). A STZ é uma nitrosamida, sintetizada 
pela Streptomycetes achromogenes, largamente utilizada para induzir diabetes em 
animais de experimentação (Szkudelski, 2001). A droga causa destruição das células 
beta pancreáticas pela captação seletiva através do transportador de glicose GLUT2, 
graças à molécula de glicose presente na estrutura da STZ, levando a destruição da 
célula beta pancreática por alterações lesivas no seu gene (Elsner, 2000). Já os 
animais normoglicêmicos (grupo controle) receberam uma injeção intraperitoneal 
apenas do veículo. Os animais foram submetidos a um jejum de 8 horas antes da 





plasmática. Após uma semana, a indução do diabetes foi confirmada por meio da 
dosagem do nível de glicose plasmática das amostras de sangue da veia caudal, 
utilizando o método enzimático glicose-oxidase (Optium Xceed; Abbott®). Foram 
incluídos no estudo apenas os animais que apresentarem concentração plasmática 
de glicose maior que 300 mg/dl após jejum de 8 horas (Braga et al., 2011). Os animais 
foram submetidos aos experimentos 7, 14, 21 e 28 dias após a injeção de STZ ou 
veículo. O peso corporal dos animais e a concentração plasmática de glicose foram 
avaliados no momento da indução do diabetes ou aplicação do veículo e a partir de 7 
dias, semanalmente, até 28 dias.  
 
4.4 TESTE COMPORTAMENTAL NOCICEPTIVO NA ATM E PATA DE RATOS 
 
As sessões de teste foram realizadas durante a fase clara entre 9h e 17h 
em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25 °C (Rosland, 1991). 
Durante o teste os animais não tiveram acesso à água ou à comida. Para minimizar o 
estresse durante as sessões experimentais, os animais foram previamente 
manipulados pelo pesquisador por um período de 7 dias. Para a realização das 
análises comportamentais, utilizou-se uma caixa de observação medindo 30x30x30 
cm, com base e 3 laterais espelhadas e a frente de vidro. Cada animal foi inicialmente 
colocado e mantido na caixa por 10 minutos para habituar-se ao ambiente de 
experimentação e minimizar o estresse (Abbott et al., 1986). 
 
4.4.1 - Injeções na região da ATM e teste comportamental nociceptivo: Para 
administração de capsaicina 1,5% na região da ATM esquerda, os animais foram 
brevemente anestesiados por inalação com isoflurano. A seguir, uma agulha calibre 
30G, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50 μl) (Figura 8) por um tubo 
de polietileno P50, foi inserida na porção inferior da borda posteroinferior do arco 
zigomático, sendo avançada em direção anterior até contatar a região posterolateral 
do côndilo (Figura 9). Imediatamente após a injeção intra-articular, o animal, já 
consciente, foi recolocado na câmara de observação. As respostas comportamentais, 
caracterizadas pelo ato de coçar a região injetada com a pata dianteira ou traseira e 
pelo ato de levantar reflexamente a cabeça, foram quantificadas durante 30 minutos. 





quantificado por meio da utilização de um cronômetro, e o número de vezes que o 
animal levantou reflexamente a cabeça foi quantificado por um contador de células 
(Roveroni et al., 2001). Considerando que o ato de levantar reflexamente a cabeça 
segue um padrão uniforme de 1 segundo de duração, a intensidade da resposta 
nociceptiva foi quantificada somando-se esse comportamento ao ato de coçar a região 
injetada, como previamente padronizado (Roveroni et al., 2001). 
 
Figura 8. Seringa Hamilton utilizada para as injeções na região da ATM e pata. 
 
Fonte: Autoria própria 
 
 
Figura 9. Injeção na região da ATM. 
 
Fonte: Autoria própria 
 
 
4.4.2 - Injeções na pata traseira e teste comportamental nociceptivo: Para 
administração de capsaicina 1,5% na pata traseira direita, os animais foram 
brevemente anestesiados por inalação com isoflurano. A seguir, uma agulha calibre 
30G, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50 μl) por um tubo de polietileno 
P50, foi inserida na pata (Figura 10). Imediatamente após a injeção na pata traseira 
esquerda, o animal, já consciente, foi recolocado na câmara de observação. As 
respostas comportamentais, caracterizadas pelo ato de levantar reflexamente a pata 






Figura 10. Região da injeção na pata traseira direita. 
 
Fonte: http://www.biot.fm.usp.br/index.php?mpg=03.00.00&tip=rato&id_ani=17&caract=sim  
 
 
4.5 REMOÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
4.5.1 – Tecido periarticular: O tecido periarticular foi removido por meio da 
dissecação dos músculos temporal e masseter profundo posterior, com atenção para 
acidentes anatômicos (arco zigomático e bulbo timpânico) até a exposição do 
processo condilar. As amostras continham todos os tecidos que cercam o processo 
condilar, fibrocartilagem do disco e ligamentos laterais. O tamanho padrão da amostra 
foi 1x1x0,5 cm. As amostras foram armazenadas individualmente em freezer -80 ºC 
até o momento da realização das análises bioquímicas. 
 
4.5.2 – Gânglio trigeminal: Para a remoção do gânglio trigeminal, o neurocrânio foi 
aberto e o cérebro removido. O gânglio foi localizado na cavidade de Meckel na dura-
máter próximo ao ápice da parte petrosa do osso temporal (Figura 11).  
 
Figura 11. Gânglio trigeminal. 
 






4.6 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DA ATIVIDADE PROTEICA DE SP, CGRP, DAG, 
TNF-α, IL-1β E ATIVIDADE DA NA+/K+/ATPASE PELO MÉTODO ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) 
 
As análises foram realizadas de acordo com as especificações do 
fabricante. As amostras do tecido periarticular e gânglio trigeminal, previamente 
armazenadas em freezer -80 ºC, foram homogeneizadas em solução Tampão Fosfato 
Salina (PBS) contendo 0,4 M de NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina 
sérica (BSA), 0,1 mM de fenil-metil-sulfonil fluoreto, 0,1 mM de cloreto de benzotônico, 
10 mM de EDTA e 20 Kl/ml de aprotinina (Sigma, USA). Após a homogeneização, as 
amostras foram centrifugadas (3000 RPM/ 10 min) e o sobrenadante foi utilizado para 
avaliar a expressão da atividade proteica de substância P, CGRP, DAG, TNF-α, IL-1β, 
e atividade da Na+/K+/ATPase. Resumidamente, placas de 96 poços foram incubadas 
“overnight” em temperatura de 4ºC com anticorpos contra substância P, CGRP, DAG, 
TNF-α, IL-1β e Na+/K+/ATPase de rato. No dia seguinte, as placas foram lavadas e 
incubadas por 2 horas com uma solução a 1% de albumina bovina no intuito de evitar 
ligações inespecíficas. Após esse bloqueio e lavagem das placas, as curvas-padrão 
em várias diluições ou as amostras (em triplicata) foram adicionadas e incubadas à 
temperatura de 4 ºC por 24 h. As placas então foram lavadas três vezes com tampão 
e os anticorpos policlonais biotinilados específico para cada mediador testado, 
diluídos 1:2000 foram adicionados (100 μl/poço). Após incubação em temperatura 
ambiente por 1 hora, as placas foram lavadas e 100 μl de avidina-HRP diluídas 1:5000 
foram adicionados. Após quinze minutos, 100 μl de reagente colorido (o-
fenilenodiamina-2HCl; OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO-USA) foram adicionados e 
as placas foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente, por mais quinze 
minutos. A reação enzimática foi interrompida com H2SO4 1M e as absorbâncias foram 
determinadas em 490 nm. 
 
4.6 TRATAMENTO DOS ANIMAIS DIABÉTICOS COM OS INIBIDORES DA PKC α 
E PKC β 
 
Os animais diabéticos dos grupos E e F foram pré-tratados com inibidores 





dose 50,5 μg/ATM. Foi realizada administração dos inibidores na região da ATM 
esquerda, 15 minutos antes da administração da capsaicina, seguindo a mesma 
metodologia de aplicação descrita no item 4.4.1. 
 
4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram avaliados por análise de variância a dois critérios (Two-
way ANOVA). As comparações múltiplas foram feitas pelo teste de Bonferroni. Para 
todos os testes o nível de significância foi estabelecido em α=5%. O programa 






























Todos os animais foram pesados e a glicemia quantificada imediatamente 
antes da indução do diabetes ou aplicação do veículo. Durante o experimento foram 
feitas medidas da glicemia e do peso corporal após um jejum de 8 horas. Conforme 
demonstrado na figura 6, os animais diabéticos (GD) demonstraram diminuição 
significativa de peso corporal a partir de 14 dias de indução da doença, mantida até o 
28º dia, quando comparados aos animais normoglicêmicos (GN) (figura 12A). Ainda, 
os GD demonstraram aumento significativo da concentração plasmática de glicose a 
partir de 7 dias de indução da doença, mantido até o 28º dia (figura 12B), confirmando 
a indução e manutenção da doença (Daulhac et al., 2006; Courteix et al., 2007; Lei et 
al., 2013). 
 
Figura 12. Peso corporal (g) e dosagem de glicemia (mg/dl). 
 
 
(A) Os GD apresentaram perda significativa de peso corporal nos tempos 14, 21 e 28 dias (p<0,05: 
Two-way ANOVA, Teste de Bonferroni). Não houve diferença estatística entre GD e GN no tempo 7 
dias. (B) Os GD apresentaram aumento significativo da glicemia em todos os tempos avaliados. 
(p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de Bonferroni). O símbolo (*) indica diferença estatística entre os 







As análises comportamentais demonstraram que os animais diabéticos 
apresentaram hipoalgesia na ATM a partir de 7 dias de indução da doença, mantida 
até o 28º dia (figura 13A), e hiperalgesia na pata 28 dias após a indução (figura 13B), 
quando comparados aos animais normoglicêmicos. 
 
Figura 13. Resposta comportamental nociceptiva induzida pelo diabetes na ATM e pata de ratos. 
 
 
(A) A injeção intra-articular de capsaicina induziu resposta comportamental nociceptiva significativamente 
menor (hipoalgesia) nos GD em todos os tempos avaliados (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de 
Bonferroni). (B) A injeção na pata de capsaicina induziu resposta comportamental nociceptiva 
significativamente maior (hiperalgesia) nos GD no tempo 28 dias (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de 
Bonferroni). Não houve diferença estatística entre GD e GN nos tempos 7, 14 e 21 dias. O símbolo (*) 
indica diferença estatística entre os grupos GD e GN. Fonte: autoria própria 
 
A expressão da atividade proteica de SP no tecido periarticular de animais 
diabéticos foi significativamente menor nos tempos 21 e 28 dias (figura 14A), e a 





menor nos tempos 14, 21 e 28 dias (figura 14B), quando comparados aos animais 
normoglicêmicos. 
 
Figura 14. Expressão da atividade proteica dos neuropeptídios SP e CGRP no tecido periarticular. 
 
 
(A) A injeção intra-articular de capsaicina induziu expressão da atividade proteica de SP no tecido 
periarticular de GD significativamente menor nos tempos 21 e 28 dias (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de 
Bonferroni). Não houve diferença estatística entre GD e GN nos tempos 7 e 14 dias. (B) A injeção intra-
articular de capsaicina induziu expressão da atividade proteica de CGRP no tecido periarticular de GD 
significativamente menor nos tempos 14, 21 e 28 dias (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de Bonferroni). 
Não houve diferença estatística entre GD e GN no tempo 7 dias. O símbolo (*) indica diferença estatística 
entre os grupos GD e GN. Fonte: autoria própria. 
 
A expressão da atividade proteica do DAG no gânglio trigeminal de animais 





Na+/K+/ATPase nos animais GD foi significativamente menor nos tempos 7, 21 e 28 
dias (figura 15B), quando comparados aos animais normoglicêmicos. 
 




(A) A injeção intra-articular de capsaicina induziu expressão da atividade proteica do DAG no gânglio 
trigeminal de GD significativamente menor no tempo 7 dias (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de 
Bonferroni). Não houve diferença estatística entre GD e GN nos tempos 14, 21 e 28 dias. (B) A injeção 
intra-articular de capsaicina induziu atividade da bomba Na+/K+/ATPase no gânglio trigeminal de GD 
significativamente menor nos tempos 7, 21 e 28 dias (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de Bonferroni). Não 
houve diferença estatística entre GD e GN no tempo 14 dias. O símbolo (*) indica diferença estatística 






As análises comportamentais dos animas diabéticos tratados com 
inibidores da PKC α (GO6976) e β (LY333531) demonstraram que os diabéticos 
tratados com ambos os inibidores apresentaram hiperalgesia na ATM no tempo 28 
dias após a indução da doença, quando comparados aos animais diabéticos não 
tratados (figura 16). 
 
 
Figura 16. Resposta comportamental nociceptiva induzida pelo diabetes na ATM de ratos tratados com 
inibidores da PKC α e β. 
 
A injeção intra-articular de capsaicina induziu resposta comportamental nociceptiva significativamente 
maior (hiperalgesia) nos GD tratados com ambos os inibidores no tempo 28 dias (p<0,05: Two-way 
ANOVA, Teste de Bonferroni). Não houve diferença estatística entre GD não tratados e tratados com 
GO6976 e LY333531 nos tempos 7, 14 e 21 dias. O símbolo (*) indica diferença estatística entre os grupos 
GD não tratados e tratados com GO6976 e LY333531. Fonte: autoria própria. 
 
 
A expressão da atividade proteica das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-
1β no tecido periarticular de animais diabéticos foi significativamente maior nos 
tempos 14, 21 e 28 dias, quando comparados aos animais normoglicêmicos (figuras 









Figura 17. Expressão da atividade proteica das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-1β no tecido periarticular. 
 
 
(A) A injeção intra-articular de capsaicina induziu expressão da atividade proteica de TNF-α no tecido 
periarticular de GD significativamente maior nos tempos 14, 21 e 28 dias (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste 
de Bonferroni). Não houve diferença estatística entre GD e GN no tempo 7 dias. (B) A injeção intra-articular 
de capsaicina induziu expressão da atividade proteica de IL-1β no tecido periarticular de GD 
significativamente menor nos tempos 14, 21 e 28 dias (p<0,05: Two-way ANOVA, Teste de Bonferroni). 
Não houve diferença estatística entre GD e GN no tempo 7 dias. O símbolo (*) indica diferença estatística 












Este estudo demonstrou que a fase inicial do diabetes resulta em um 
quadro de hipoalgesia na ATM de ratos. O modelo de indução do diabetes por meio 
de uma injeção intraperitoneal de STZ é comumente utilizado para avaliação de 
alterações sensoriais nociceptivas induzidas pelo diabetes (Daulhac et al., 2006; 
Courteix et al., 2007; Lei et al., 2013). A STZ é um antibiótico que apresenta como 
efeito tóxico a destruição das células beta pancreáticas inibindo a produção de insulina 
e consequentemente aumentando os níveis plasmáticos de glicose (Doi, 1975), 
mimetizando um quadro de DM tipo 1. Para validação da indução da doença, os 
animais foram avaliados quanto ao peso e a concentração de glicose plasmática. Os 
resultados mostraram que os animais diabéticos apresentaram concentração 
plasmática de glicose acima de 300 mg/dl e perda progressiva do peso corporal, 
confirmando a indução da doença. 
Os animais diabéticos apresentaram um quadro de hipoalgesia na ATM a 
partir do 7º dia de indução da doença, a qual foi mantida até o 28º dia. A literatura tem 
sido contraditória sobre as complicações induzidas pelo diabetes nos tecidos 
orofacias. Considerando as primeiras 4 semanas de desenvolvimento da doença, 
estudos prévios não verificaram diferença na resposta nociceptiva induzida por 
estímulos térmicos e mecânicos em tecidos orofaciais como face e lábio (Rodella et 
al., 2000; Nones et al., 2013). A diferença entre os resultados pode estar relacionada 
quanto aos tecidos testados – subcutâneos (face e lábio) e profundo (ATM). É bem 
estabelecido que tecidos subcutâneos e profundos são inervados por diferentes 
subtipos de neurônios aferentes primários. As inervações oriundas de tecidos 
profundos induzem maior ativação na excitabilidade de neurônios centrais quando 
comparado com as inervações provenientes de tecidos subcutâneos (Imbe et al., 
2001). Em acréscimo, tem sido demonstrado que os tecidos da ATM são mais 
suscetíveis as condições dolorosas de origem inflamatória (Rodrigues et al., 2006; 
Napimoga et al., 2008). 
Tendo em vista os resultados do presente estudo e como estratégia de 
controle do modelo preconizado para indução de diabetes, foi avaliada a resposta 
nociceptiva induzida pela capsaicina na pata de animais diabéticos. Os animais 





aos animais normoglicêmicos entre o 7º e 21º dia após a indução da doença. No 28º 
dia houve um aumento significativo da resposta nociceptiva induzida pela capsaicina 
na pata quando comparado aos animais normoglicêmicos. O aumento da resposta 
nociceptiva induzida pelo diabetes na pata de ratos tem sido relatado pela literatura. 
Corroborando os resultados do presente estudo, foi demonstrado um aumento da 
resposta nociceptiva da pata de ratos 3 a 4 semanas após a indução da doença 
(Daulhac et al., 2006; Courteix et al., 2007; Lei et al., 2013; Cheng et al., 2014). Estes 
resultados confirmam os dados anteriores e evidencia que os tecidos que constituem 
a ATM e recebem inervação trigeminal, respondem de forma diferente dos tecidos 
inervados pelo sistema medular quanto às complicações decorrentes da fase inicial 
do diabetes.  
Para induzir uma resposta nociceptiva nos animais e avaliar as possíveis 
complicações do diabetes neste processo foi utilizado o agente nociceptivo 
capsaicina. A capsaicina é um agonista do receptor de potencial transitório vaniloide 
um (TRPV1), presente nas fibras periféricas C-nociceptivas, que quando ativados 
aumenta a condutância das correntes de Na+ e Ca2+ resultando em deflagração e 
potenciais de ação e, consequentemente, em comportamentos nociceptivos 
espontâneos (Tominaga e Tominaga, 2005; Nilius et al., 2007). O aumento do influxo 
de Ca2+ sinaliza a ativação da cascata DAG/PKC resultando em sensibilização das 
fibras aferentes primárias (Costigan e Woof, 2000; Woolf e Salter, 2000). As fibras C-
nociceptivas aferentes primárias uma vez ativadas também são responsáveis por um 
reflexo axônico o qual envolve impulsos antidrômicos resultando na liberação de 
neuropeptídios, tais como SP, neuroquinina A e CGRP no tecido lesionado (Sann e 
Pierau, 1998). A liberação destes neuropeptídeos no tecido periférico potencializa a 
quimiotaxia inflamatória e sensibilização das fibras C-nociceptivas propriamente ditas 
(Sann e Pierau, 1998). 
Os resultados demonstraram que o diabetes reduziu a resposta nociceptiva 
induzida pela capsaicina na ATM associada a uma redução da liberação dos 
neuropeptídios SP e CGPR no tecido periarticular. Estes resultados sugerem que o 
diabetes resulta em uma diminuição da excitabilidade das fibras C-nociceptivas 
aferentes primárias provenientes da ATM.  
Considerando que a ativação da cascata DAG/PKC está envolvida na 





gânglio trigeminal. O nível proteico do DAG foi significativamente menor nos animais 
diabéticos quando comparado aos normoglicêmicos apenas no 7º dia após a indução 
da doença, não havendo diferença nos demais dias avaliados. Apesar de não estar 
claro o papel do DAG na neuropatia diabética, tem sido sugerido que a redução da 
atividade da via DAG/PKC pelo diabetes resulta em diminuição da atividade da enzima 
Na+/K+/ATPase (Evicimen e King, 2007; Croze e Soulage, 2013) A diminuição da 
Na+/K+/ATPase resulta em uma diminuição da excitabilidade neuronal  (Evicimen e 
King, 2007; Croze e Soulage, 2013) mediado por uma retenção de Na+, com 
consequente edema da bainha mielínica, disjunção axoglial e degeneração nervosa 
(Gagliardi et al., 2003).  De acordo com a literatura, os resultados demonstraram uma 
diminuição significativa na expressão da Na+/K+/ATPase no gânglio trigeminal de 
animais diabéticos quando comparados com os animais normoglicêmicos.  
Apesar dos dados sugerirem uma diminuição da PKC, em estudo prévio foi 
demonstrado que o diabetes induzido pela STZ aumenta a expressão da isoforma 
PKC- β no tecido periarticular dos animais (Muzilli, 2014) e diminui a expressão da 
isoforma PKC- α (Muzilli, 2014), a qual tem sido vinculada a danos neurais (Roberts 
et al., 1997; Sakaue et al., 2003), Considerando que inibidores da isoforma PKC-β 
melhoram a velocidade de condução do nervo motor e o fluxo sanguíneo 
endoneuronal em animais diabéticos (Nakamura et al., 1999), os animais diabéticos 
foram tratados com um inibidor específico da PKC-β (LY333531) e o inibidor para 
PKC-α e PKC-β (GO6976). 
Os animais diabéticos tratados com os inibidores de PKC apresentaram 
uma redução significativa na hipoalgesia induzida pelo diabetes no 28º dia de indução 
da doença. Tem sido demonstrada uma relação entre a PKC-α e a bomba de 
Na+/K+/ATPase. Considerando que a deficiência da insulina e/ou o peptídeo C 
contribuem para NDP severa (Singh et al., 2014), é possível que nos tecidos da ATM, 
a fase inicial do diabetes aumente expressão da PKC-α e, consequentemente leve à 
inibição da Na+/K+/ATPase, diminuindo assim a excitabilidade neuronal e induzindo a 
hipoalgesia. 
Apesar dos animais diabéticos apresentarem um quadro de hipoalgesia na 
ATM, a injeção intra-articular de capsaicina induziu uma resposta inflamatória nos 
tecidos periarticulares significativamente maior quando comparado aos animais 





resultam em uma hiperexcitabilidade neural (Khasar et al., 1998, Verri et al., 2006; 
Gold e Gebhart; 2010), estes dados reforçam a hipótese de que a fase inicial do 
diabetes induz uma alteração na excitabilidade neuronal promovendo um quadro 




































Este estudo demonstrou que a fase inicial do diabetes reduz a 
excitabilidade neuronal das fibras C-nociceptivas primárias oriundas da ATM através 
da ação das proteinoquinases PKC-α e PKC-β e diminuição da ação enzimática da 
Na+/K+/ATPase. Esta diminuição da excitabilidade neuronal promove um quadro de 
hipoalgesia na ATM que pode estar relacionada com o desenvolvimento de processos 
degenerativos desta articulação decorrente do diabetes sem apresentação de quadros 
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